Effect of Experimental Biliary Obstruction on Shape and Lipid Composition of Rat Erythrocytes by 田辺 文彦 & 谷口 正子
札幌医誌51（4）391～403（1982）
ラット胆管．閉塞の赤血球形態および膜脂質組成におよぼす影響
　　　　　　　　　　　田　辺　文　彦
札幌医科大学外科譜第1講座　（主任　早坂
　　　　　　　　　　谷　口・正　子
札幌医科大．学生化学．第2講座　（主任
滉教授）
坂上利夫教授）
Effect　of　Experimental　Biliary　Obstructi6n　on　Shape　and
　　　　　　　　Lipid　Composition　of　Rat　Eryth韮ocytes
　　　　　　　　　　　　　　Fumihiko　TANAB．E
　D¢ρ¢π窺6η’　αプS鋸即矧　（Sθ‘’ガ0η　エ），　S砂力0γ0　ル166∫6α1　COIJ昭ε
　　　　　　　　　　　　　（C雇げJPπゾ増田翼sα肋）
　　　　　　　　　　　　　Masako　TANIGUCHI
D匂り己zガ隅θη渉ρ／酬06ぬ6〃zゴεカツ　（S2漉。％2），S4かρoγo　ル1θ4∫6認　Co11解
　　　　　　　　　　　　　（c々庭ヅ’P蝋　71翫惣α窺の
　　　　Changes　in　rat　red　cell　shape　as　well　as　in　Iipid　compositions　were　investigated　after　ligation
of　the　rat　bile　duct．
　　　　At　the　12th　hour　after　the　ligation，　spur　cells　were　found　to　appear　prominently，　and　continued
to　do　so　until　the　4th　to　5th　day，　after　which　target　cdls　then　appeared．
　　　　Whereas　in　plasma　the　amount　of　phosphatidylcholine　and　cholesterol　contents　increased　imme－
diately　after　the　Iigation，　such　a　rapid　increase　could　not　be　found　in　red　cells．　Uptake　of　chole－
sterol　into　the　erythrocytes　clearly　started　at　the　3rd　day　and　reached　its　maximum　level　at　the　7th
day．　The　uptake　of　phosphatidylcholine　into　erythrocytes　increased　gradually　and　reached　a　plateau
at　about　5th　day．
　　　　The　accumulation　of　these　lipids　in　erythrocytes　renected　the　shape　of　the　erythrocytes，　e．　g．
target　CellS．
　　　　Fatty　acid　compositions　in　phosphatidylcholine　from　erythrocytes　changed　in　accordance「with
those　in　plasma．　The　changes　in　fatty　acid　composition　in　plaSma　phosphatidylcholine　increased　by
the　Iigation　seemed　to　be　affected　by　those　in　bile．
　　　　The　present　study　made　it　clear　that　biliary　obstruction　brought　about　rapid　changes　in　plasma
Iipid　composition　as　well　as　changes　in　red　cell．shapes．
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1　緒 言
　　ヒトの先天性および．後天性閉塞性黄疽や各種の肝疾
患．において，赤血球の脂質構成や形態．の変化がみられ
ることはよく知ら．れている事実である．この変化は血
漿成分と赤血球膜との相互作用によって起るとされて
いるが，その詳細については不明な点が多く残されて
いる．赤血球の形態および脂質構成変動の機序につい
ては種々言及されている．その一つとして，胆道閉塞
も含．めた慢性および急性肝疾患時においてIecithin
－cholesteroI－acyltransfεrase（LCAT）活性が低下す
る結果，血漿から赤血球へのコレステロールやリン脂
質（主にphosphatidylcholine）の．移行が促進されたり，
逆に赤血球から血漿へのこれらの脂質の流出が抑制さ
れたりするため，これら脂質の．赤血球内の蓄積が起る
という報告があ．る｝’2）
　　またCooper　and　Jandlel）は血中の胆汁酸塩が血漿
と赤血球間のコレステロールの分配に関与し，胆汁酸
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塩濃度が上昇することによって赤血球へのコレステロー
ルの分配率が上昇すると報告している．最近では，閉
塞性黄疽患者の血漿に特異的に出現する異常リポタン
パク（1ipoprotein－xなど）が赤血球膜へ融合し，赤血
球のリン脂質，コレステロール量を増大させるとの報
告が多いf一6）
　いずれにせよ胆管閉塞患者の赤血球は，コレステロー
ル，リン脂質を多く含み膜表面積が増大して浸透圧抵
抗が高まりtarget　ce11の出現をみる予9）
　従来これらの研究は，もっぱら肝疾患患者の赤血球
について行われたものであり，ヒトの場合慢性時はも
とより，急性であっても非常に初期の段階からの赤血
球の脂質構成や形態の変化を把握することは困難であ
る．一方動物を用いた実験としては，胆管閉塞ラット
を用いてのCalandra　et　a1．軌lo）による無く簡単な報告が
あるにすぎない．
　著者らは第一に赤血球膜脂質組成の変化とその形態
変化との関係を明らかにする目的で実験的にラット胆
管を閉塞し，胆管閉塞後の極く初期段階からの赤血球，
血漿脂質変化を詳細に検討し，併せて，走査型電子顕
微鏡（以下電顕）による赤血球の形態変化を観察した．
さらに胆管閉塞時のこれらの変化の機序を明らかにし
ょうと試みた．
2　実験材料および実験方法
2・1　実験材料
　ウィスター系ラット65匹（♂，体重250g前後）を
用い，軽いエーテル麻酔後ベントバルビタールナトリ
ウム（30mg／kg）を腹腔内投与し開腹，総胆管を結紮
離断した胆道閉塞群と総胆管は結紮せずに，その他の
処置は全く同様に行った対照群（単開腹群），に分け術
後各々4，8，12，16時間後，および1，2，3，4，5，
7，8，9，14日後に再開腹し，胆汁のうっ滞を確認して
腹腔大静脈よりヘパリン採血を行った．血液はただち
に氷冷し，3，000rpm，20分間の遠沈操作により，血
漿と血球成分を分離した．更に血球成分を10倍容量の
生理食塩水で3回洗浄，遠沈し，赤血球（packed
cell）を得た．赤血球の一部は浸透圧抵抗性試験，電
顕試料に供し，packed　cell　2窺1を脂質分析に用い
た．血漿は直ちに脂質分析に用いた．
2・2　実験方法
　2・2・1　脂質の抽出
　赤血球（packed　cell）2〃z1に同量の蒸留水を加え
混和後11倍容量のイソプロパノールをかくはんしなが
ら加え1時間室温で放置し，これに7倍量のクロロホ
ルムを加えさらに1時間放置後濾過した｝’）濾液を減圧
乾固しクロロホルム：メタノール液（2：1v／v）20mJ
に溶かし，0．05MCaCI2溶液0．2倍量で洗い，下層を
さらに3回Folchの洗液（クロロホルム：メタノール：
水＝3：48：47v／v／v）12）で洗浄後減圧乾固し，一定量
のクロロホルム溶液（10mのとした．
　血漿2m～に10倍量のクロロホルム：メタノール液
（2：1v／v）を加え一昼夜放置後濾過し，0．05MCaC12
溶液0．2倍量を加え，Folch法により精製，赤血球膜
脂質と同様に一定量のクロロホルム溶液（10mのとし
た．
　2・2・2　リン脂質の分離および分析
　赤血球膜および血漿中の各脂質は，薄層クロマトグ
ラフィー（thin　layer　chromatQgraphy＝TLC）で
行った．
2・2・2・1　リン．脂質組成分析法
　1mM　CaCO3溶液で調製した薄層クロマトプレート
（silica　gel　H，　Merck社，厚さ0．25～0．5mm）を使
用直前，110℃，2時間活性化した．展開溶媒は，クロ
ロホルム：メタノール：酢酸：水（25：15：3．5：1v／
V／V／V）を用い，展開後発色には12を用いた．
　各リソ脂質は原点より上に向かって順次，1ysopho－
sphatidylcholine（以下lyso－PC），　sphingomyelin
（以下SPH），　phosphatidylcholine（以下PC），
lysophosphatidylethanolamine（以下lyso　PE），
phosphatidylserine十phosphatidylinositol，　　phos－
phatidylethanolamine（以下PE），　cardiolipin，　phos－
phatidic　acidに分離された。1、の発色が山色後章ス
ポットをかき出し，Bartlett法13｝にて各リン脂質量を定
量した．
2・2・2・2PC，　PEの分離精製
　PCおよびPEの分離精製はSilica　gel　G（Merck
社）クロマトプレートを用い脂質一リン量として150μg
前後の量を下端より2cmの所へ帯状にスポットし，ク
ロロホルム：メタノール：水（65：25：4v／v）の展開
溶媒で展開後，0．2％2’，7’タジク三頭フルオレスセイ
ンのエタノール溶液を噴霧し，蛍光下で識別した．識
別後PCとPE部分をかき出し，クロロホルム：メタノー
ル：酢酸：水（50：39：1：10v／v）の混合溶液14｝で4
m1ずつ数回にわたって抽出後，抽出液を％倍量の4　M
一アンモニア溶液で中和洗浄し，下層のクロロホルム
層をさらに％倍量の50％メタノールで数回洗浄後減圧
濃縮しクロロホルムで一定量とした．
2・2・3　コレステロールの定量
　血漿コレステロールの定量は酵素法によるキット（デ
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タミナーTC’、5”，協和醗酵K．K）を用いて行った．
　赤血球脂質コレステロールの測定は，脂質抽出液を
窒素気流下で溶媒を除去後，血漿と同様に行った．
2・2・4　ビリルビンの定量
　アルカリアゾビリルビンブルー（A．A．　B）法に従い，
総ビリルビγおよび直接ビリルビンをビリルビンキッ
ト（キットーN，日本商事K．K）を用いて測定した．
2・2・5PCおよびPEの脂肪酸組成の分析
　2・2・5・1緩和な酸分解によるアルケニルエーテル結
　　　　　合の切断
　赤血球PEには，ジアシル型の他にアルケニルエーテ
ル結合をもったアルケニルアシル型PEが約半量占めて
いる．緩和な酸分解により，アルケニルエーテル結合
は切断され，Iyso－PEとして回収される．緩和な酸分
解後薄層クロマトグラフィーによりアルケニルアシル
PE由来の1yso－PEとジァシルPEが分離される．
　緩和な酸分解は坂上と笠間の方法15）に従いPE抽出液
の一定量を窒素気流下乾固させ，90％酢酸0．5mZを
加え，55℃，45分間インキュベートすることにより行っ
た．酸分解後薄層クロマトグラフィー（silica　gel　H，
クロロホルム：メタノール：酢酸：水，25：15：3．5：
1v／v／v／v）にてlyso－PEとPEを分離後抽出した．
　2・2・5・2BF3法による脂肪酸メチルエステルの調製
　血漿PC，赤血球PC，赤血球PE，　lyso－PE抽出液
を窒素気流下乾固し，Metcalfe　et　aL16｝の方法で
BFゴメタノール法にてメチル化し，脂肪酸メチルエス
テルを抽出洗浄した．
　これら脂肪酸メチルエステルは，日立ガスクロマト
グラフK53を用いて分析した．カラム充填剤Unisole
3000，メッシュ80～100を用い温度230℃，キャリアー
ガス，窒素流速60m〃minの条件で分析を行った．脂
肪酸の定量は半値幅法によった．
2・2・6　赤血球浸透圧抵抗性試験
　0．90％より0．10％まで0．05％ごとの濃度の食塩水を
調製し，各々5．Om1に赤血球（0．9％NaCI液にて50％
懸濁液とした）10μ1を加え，かくはん後60分室温に
放置した．遠心分離後，上清を540nmで比色定量し，
蒸留水における値を100として溶血度（％hemolysis）
を算出した．
2・2・7　赤血球の走査型電子顕微鏡的観察法17｝
　赤血球を1％グルタールアルデヒド液（0．1Mリン酸
緩衝液pH　7．4）で3時間固定し，50％，70％，90％，
95％アセトンで赤血球を各々10分間順次脱水，さらに
3回，100％アセトンで脱水して無水アセトンに浮遊さ
せた一部を試料台にのせて乾燥後，金の単独蒸着を行
い走査型電子顕微鏡（明石日立Minisem）で観察した．
3　成 績
3・1　胆管閉塞後の赤血球形態変化
　胆管結紮後の赤血球の形態変化を走査電顕により経
時的に追究した．単開腹群赤血球は全て正常であった
（Fig．1－A）．結紮後4時間までは正常赤血球形態を呈
していたが，8時間より僅かながら有棘赤血球（以下
spur　cell）が出現しはじめ，12時間にはspur　cellを
主体とした形態変化がみとめられた（Fig．1－B）．5日
目より標的赤血球（以下target　cell）も徐々に増えは
じめ両者が共存する電顕像が見られた（Fig．1－C）．7日
目以降はspur　ce11は消失し，もっぱらtarget　cellが
認められた（Fig．1－D）．
　全経過を通じてみられる赤血球の形態変化はFig－2の
如くである．
3・2血漿ビリルビン濃度
　胆管結紮後短時間で血漿ビリルビン濃度は上昇した．
更に増減をくり返しながら一定値（5mg／100　m　1前後）
に保たれている（Fig．3）．
　ビリルビン濃度の急上昇とspur　ce11発現時期は一致
することが示された．
3・3　赤血球浸透圧抵抗
　胆管結紮後赤血球の浸透圧抵抗は徐々に低下し5日
目には最小となるが，7日目からはむしろ対照群に比し
浸透圧抵抗が大きくなる．この現象は前述の赤血球形
態変化（Fig．1）およびビリルビン濃度（Fig．3）とよ
く相関し，Spur　cell発現時期には浸透圧抵抗性が減少
し，Target　cellの増加と共に抵抗性は高まった（Fig．
4）．
3・4血漿および赤血球のコレステロール量の変動
　血漿遊離コレステロールは胆管閉塞直後から急速に
増加し，16時間で僅かに減少するが，2日目にはピー
クとなった．その後は漸減した．エステル型コレステ
ロールでは3日目をピークとして以後漸減した．
　一方胆管結紮後の赤血球膜コレステロールは24時間
まで対照群とほぼ同値であるが2日目にはむしろ低下
し3日目より7日目まで徐々に増加していく（Fig．5）．
これらの事実より胆管閉塞後，すみやかに血漿コレス
テロール値は上昇するにも拘わらず，赤血球へのコレ
ステロールのとり込みは遅く，徐々にとり込まれると
共に血漿コレステロールレベルが低下することが示さ
れた．更にまた3日以降でのエステル型／遊離型比の
低下はなく，LCAT活性が低下していないことが推測
された（Fig．5）．
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Fig．1　MorpholQgical　changes　in　erythrocytes　after　biliary　obstruction．
　　　　　　operated　rat　　　（B）　spur　celIs　and　spherocytes　（12　hour）　　　　（C）
　　　　　　day）　　・（D＞　target　c．ells．（7　day）
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Scheme　of　morphological　changes　of　erythrocytes．at　v．arious．　times
after　biliary　obstruct．ioP．
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Fig．3　Changes　in　bilirubin　concentrations　in　rat　plasma　after　biliary
　　　　　　　obstruction．　More　than　three　rats　were　killed　at　each　hour（4－16）
　　　　　　　or　day（1－14）after　the　operation．　Vertical　bars　indicate　the．　stan－
　　　　　　　dard　errors　of　the　mean．　Total（●　　●）and　conjugated（O
　　　　　　　　　　o）bilirubin　were　determined　by　the　method　shown　in　Mate－
　　　　　　　rials　and　Methods．
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Fig．4　Changes　in　osmo．tic　fragility　of　erythrocytes　after　biliary　obstruc－
　　　　　　　tion．　Percent　he．エnQlysis　was　measured　in　O．500％NaCl　solution．
　　　　　　　Other　conditions　are　shown　in　Materials　and　Methods．　Rats　were
　　　　　　　killed　at　each　hour　or　day　after　biliary　obstruction　（●　　　　●）　or
　　　　　　　sham　operation（○　　○）．　Each　value　is　the　mean　of　closely
　　　　　　　agreeable　twQ　eXperiments．
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Fig．5　Changes　in　cholesterol　concentrations　in　rat　plasma　and　erythro－
　　　cytes　after　biliary　obstructiQn　and　sharn　operation．　Free　and　ester
　　　cholesterol　were　determined　as　shown　in　Materials　and　Methods．
　　　Other　conditions　are　the　same　as　described　in　Fig．1．　Standard
　　　errors　are　shown　by　the　vertical　bars　or　are　covered　by　the　size
　　　of　the　symbols　used．　Free　cholesterol　in　bile　duct　obstructed
　　　（●　　●）and　in　sham　operated（×一x）rat　erythrocytes，　ester
　　　cholesterol　in　bile　duct　obstructed（△　　△）and　sham　operated
　　　（×　　×）rat　plasma，　free　cholesterol　in　bile　duct　obstructed
　　　（o　　O）and　in　sham　opera亡ed（×一一一×）rat　pエasma．
3・5　血漿および赤血球リン脂質の変動
　胆管結紮後急速に血漿中に総リン脂質の著明な増加
が認められ，2日目がピークとなり3日目より減少した．
PCも又閉塞後直ちに増加し2日目にピークとなり3日
目より減少している．lyso－PCも僅かに増加するが，
SPHの変化は少なかった（Fig．6）．
　赤血球総リン脂質量には変化は認められなかった．血
漿PCは結紮直後より急上昇するにもかかわらず，赤血
球PCの上昇は緩慢であり，5日から7日でピークに達
する．PE，　phosphatidylserineは有意に減少する（Fig．
7，Table　1）．
3・6　脂肪酸組成の変化
　3・6・1血漿PCの脂肪酸
　血漿PCの脂肪酸組成の百分率では胆管閉塞直後よ
り対照群に比しC16、。，　C16a，　C18、1が増加し，　C18、。，
C18、2が減少している（Table　2）．
　PC脂肪酸の絶対量（μmol）の変化では対照群に比
しすべてが増加しており，C16：。が最も多く次いでC18、2
が急激に増量して2日目または1日目にはピークとな
り以後漸減していく．C18、。，　C、。、、についても同様であ
る．C、8、、も同様に閉塞直後より増え続げ3日目より漸
減していく（Fig．8）．
　血漿PC脂肪酸の飽和／不飽和比は2日目で0．974
であった．対照群では0．940であり結紮後飽和脂肪酸
の占める割合はわずかに増大する．
　血漿PC脂肪酸の絶対量より対照群の値を差し引いた
値，つまり閉塞したことにより増加したPC脂肪酸を
Table　3に，またその脂肪酸の百分率を（）内に示し
た．
　血漿中に増加したPC脂肪酸組成は，時間の経過と
共に変化するが最もPCの増加している1日目では，胆
汁中のPCに類似する。
　血漿中に増加するPCの脂肪酸組成は赤血球との相互
作用や，またLCAT活性等により変化すると思われる
が，胆汁PCに比して短時間ではC、6、。の占める割合が
多く，また長期になるとC18、、が多く，　C、8、2が少ない。
　3・6・2　赤血球PC脂肪酸
　胆管結紮後の赤血球pcの脂肪酸組成の変化をFig．
9に示す。主な変化は閉塞後1日目より認められ，C、8、2
の増加，C18、。の減少，　C18，1は早い時期にやや上昇し，
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Fig．6　Changes　in　amount　of　total　phospholipid，　phosphatidylcholine，　sbhin－
　　　　　　　gomyeli．n　and　lysophosphatidylcholine　in　rat　pla．sma　aftξr　biliary
　　　　　　　obstruction　and　sham　operation．　Phospholipids　were　analysed　and
　　　　　　　determined　as　described　in　Materials　and　Methods．　Other　condi－
　　　　　　　tions　are　the　same　as　shown　in　Fig、1．　Total　ph．ospholipid
　　　　　　　（ロ　　　　ロ，，phosphatidylcholine　（○　　　　○），1ysophosphatidylcholine
　　　　　　　（●　　●）and　sphingomyelin（△　　△）in　bile　duct　obstructed
　　　　　　　rat　plasma，　and　total　phQsphoIipid（×一一×），　phosphatidylcholine
　　　　　　　（×一＝一×．），lysophosphatidylcholine（×一一×）and　sphingomyelin
　　　　　　　（×　　×）in　sham　operated　rat　plasma．
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Changes　in　amount　of　phospholipid　in　rat　erythrocytes　a．fter
biliary　obstruction　and　sharn　operatio：n．　Other　conditions　are　the
same　as　described　in　Fig．4　Phosphatidylcholine（●　．●），　phos－
phatidylethanQlamine（□　　□），　phosphatidylserine（○　　○）and
sphingomyeli．n（△　　△）in　bile　duct　obstructed　rat　erythrocytes
and　those　in　sham　operated　rat　erythrQcytes（×　　×）．　Phospha－
tidylcholine　in　bile　duct　obstructed　rat　plasma（○一一一●）．
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Table　1Cぬα㎎6∫　ゴη力乃osρん01ψガ4　60規力。∫ガだ。％　qプ　紹’　ε呪y漉γ06ッ’ε∫　観6γ
0γSぬα〃Z　ρρ8ηあ0％．（飽76召η’　q／’0如」1）ぬ0鐸漉oJゆげ4S）
ろぢ1毎η　0ろS’7Zκ’ゴ0π
Phospholφid
hours　or　days　after　biliary　obstruction
4h 12h 1 2 3 4 5
Cardiolipin　and
Phosphatidic　acid
Phosphatidylethanolamine
Phosphatidylserine
Phospha亡idylcholine
Sphingomyelin
Lysophosphatidylcholine
1．4±0．79
24．7±1．73
15．0±0，69
43．3±⑪．90
10．6±0．57
3．9±0．49
1，8±0．32
24．3±0．57
14．2±0．30
43，9±0．94
10．3±0，ユ0
3，3±0．02
1．4±0．32
24．8±0．71
14．4±0．25
43．9±0．15
1．O．1±0．12
4．4±0．67
1．4±0．12
24．4＝ヒ0．35
13．3±0．65
45．4±1．3
10．1±0．30
4，9±1．1
1．4±0．12
24．5±1．12
13．7±0．94
45．7±0，74
10．3±0．82
4．7±0．41
1．3±0．恩8
23．4±0．72
14．3±1．33
47．9±2．75
8，0±1，40
5，0±0．99
1，6±0」45
23，3±0．40
12，7±0．07
49，3±1．5
8．8±0。65
3，9±0．02
Total　phospho11pid（mg／100mJ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　282　±8，6erythrocytes） 287　±5．2 284　±5．1 282　±6，1 276　±1．0 280±4，5288　　±10．3
Values　are　expressed　as　mean±standard　errors
Table　2Cぬαηg8∫　ゴη力渉砂　α6ガ6　60〃ψOS髭ゴ0η　②ヂρぬOSρ乃αが4y16ぬ0♂ガηε
S乃α〃Z　ρρ8η’θ6　η’ρ鰯〃Zα．（髭76θπ’　のr’0磁1カ’砂　α6ゴ4S）
∫η　わ〃 αη　0ゐ∫〃κ（7’64　αηd
Fatty
acid
hours　or　days　after　biliary　obstruction
4h 12h 1 2 3 4 5 7 9 14
sham
Qperated
control
C16：。
C15：E
CI9：0
C且呂1且
C18，2
C2D14
32．0±0．92　33．5±0．90　33．2±1．26　34．4±2．5　　32．1±⑪．35　30．1±0．20　30．4±0．35　30．2±0．35　32．5±0．40　32．2±0．51　27．2±0．60
1．6±0．．10　　1．8±0，10　　2．2±0．20　　1．9±0．50　　2．3±0，14　　1，8±0．42　　1，7±0．42　　2．5±0．32　　2．4±0．42　　2．0±0．11　0．78±0．19
18．8±0．．55　　17，4±1．6　　　15，7±0．50　　15，2±0。60　　16，2±0．24　　16，2±1，7　　　16，8±0．55　　16，7±0．50　16．4±1．．3　　17．0±2．7　　　21．2±0．59
8．8±0．15　　9．3±0，15　10．1±0．56　11，7±2．9　　12．0±0．44　14．0±0．70　12．4±0．65　11，7±0．44　11．0±0．05　11．3±1．9　　8．8±0．26
25．4±0．58　24．4±1，4　　25．4±0．31　23．8±0，75　24．8±0．52　25．9±0．10　　25．9±1．2　　25．7±1．6　　24．ユ±0，80　　26，3±1，7　　2臼，1±0．91
13．3±1．5　　13．6±3．4　　12．6±0．20　12．9±0．80　12．6±0．60　12、0±0，70　12．7±0．2．5　14．1±0．95　14．1±0．32　11．5±2．O　l4．1±0． 8
C22÷6：trace
Values　are　expressed　as　means±st．andard　errors．
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048121612345678　　14Changes　in　amount　of　fatty　acid　in　phosphatidylcholine　in　biliary
obstructed　Qr　sham　operated　rat　plasma．　Fatty　aci．ds　are　analysed
by　the　methods　described　in　Materials　and　Methods．　Other　condi－
tions　are　the　same　as　shown　in　Fig．1（○一一一〇）；C16；o　（●　　●）；．
C18：2　（△　　　　△）；C18：G　（▲一一一▲）；C20：4　and　（ロ　　　　ロ）；C18：1
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7 9 14
Sham　operated
　contro1
1，1±0．59
23，3±0．97
1！．3±0．94
49．2±1．33
9．4＝ヒ0．26
4．6±0．12
1．3＝ヒ1．41
23，5±0，55
12．6±0．03
48．9±0．55
9．7±0．55
3．4±0，89
0．46±0．20
22．8　±〔｝．62
12．4　±二〇．50
47．3　±0，98
9．8　±0．77
4，7　±0，59
1．95±　0．23
25，4　±　0．44
ユ5。4　±：　0．54
4ユ．5　±0．36
10．4’}0．40
4．0　±　0．23
275　　±4，5　　　　　271　　±6，2　　　　277　　　±9．0　　　　　280　　　±1⑪．04
一時低下するものの，全体として増加していく．C2。、4
は僅かに減少している．
　1日目から5日目までこれらの変化は顕著であるが，
14日後でも依然として対照群の値にはもどらない．
　尚赤血球PC脂肪酸の飽和／不飽和比は2日目で
0．514で，対照群では，0．420であった．血漿PC同様
飽和脂肪酸の占める割合は増加する．
　3・6・3赤血球diacyl　PEおよびalkenyl　acyl　PE
　　　　脂肪酸組成の変化
　胆管結紮後diacyl　PEの脂肪酸組成の変化はPCに
比して遅くあらわれ，7日目以降にC、6、。，C18、三の増加
と，C20、4の減少を認めた（Table　4）．
　一方alkenyl　acyl　PEの脂肪酸組成の変化はdiacyl
PEより早くあらわれ，　diacyl　PEと同様C16、D，　C18、、
の増加，C2。、4の減少がみられた（Table　5）．
Teble　3　C肱η96s勿彦勉耽名6αsθ6α脚翻〔ゾ創砂α鷹ピη帥osρ履幼励。伽の％06s伽。’θ4
　　　　侃4S肋〃ZO加7α彪ゴ7α’カ1αSηZα．砲1粥SαγθαカγθS∫βゴαSμ勉oJε∫（ゾカ’砂α6毎珈
　　　　魏OSρ肋彦幼7娩。伽θ碗6形αSα」の6臨αη0ろS’㍑6’ガ0η．悔1％θ5勿加γθπ漉θS¢Sαπ召漉8ρθγ
　　　　6伽彦漉S師ろ％吻η（ゾ勿0昭αS8ゴ海勿召6鉱
Fatty
acid　　　　4h
ヒours　or　days　after　biliary　obstruction
12h 1 2 3 4 5 7 9 14
phosphatidyレ
choline　in
　bileζ181
G6：0
C16，L
CI8；o
Ci8：I
C18；2
C20：4
10，8（43，0）
0．97（　3．8）
2，2　（8，8）
2．7　（工0．8）
5．1　（20．3）
3．3　（13，2♪
19．9　（39，2，
1、37（　2．6）
6，78（13．3，
5，4　（10．6）
9，3　（18．3）
8，G（15．7♪
56，6　（36，G〕
3，56（　2，3）
19．2　（12．2）
15，6　（　9，9）
43，6　（27．7）
18，7（11．9ノ
59．9　（35，4）　　46．0（32．8〕
3．46（　2．G，　　　3．3（　2，3〕
18，7　（11，0）　　17．4（12．5，
30．7　（18．4）　　23．9（17．0♪
38，2　（22．6）　　35．1（25，0）
18．2（1θ．8／　14．4（10．ω
36．7（34．5）
2，0（　1．9，
12．6（11．8，
19．0（17．8）
26．2（24．6）
10．0（9．の
34，2（30．9♪　　28，5（32．2）　　22．9（32，6）
2．1（　1．9，　　　2，8（　3．2）　　　2、7（　3．8，
15．6（14．1♪　　　9，8（11．8）　　　5，4（　7．7♪
17．9（16．2，　　12．7（14．4）　　11，4（ユ6．2）
25．2（22，8）　　22，0（24．9）　　20．8（29，6）
ユ5．5（14．0♪　　12．7（14．4♪　　　7．1（1θ，1♪
34．工（36，0）
2、5（　2，4）
14 9（15．8）
12 （12．9）
22．5（23．8）
8．4（8．9♪
38．7
0，4
8．ユ
9，6
31，4
9，0
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Fig．9　Changes　in　fatty　acid　composition　in　phosphatidylcholine　in　eryth－
　　　　rocytes　of　obstructed　rat．　Methods　and　conditions　are　the　same
　　　　as　in　Fig・6　（o　　　O）；C16：。　（o一一一〇）；C18、o　（△～△）；C18，2
　　　　（o　o）；C18、、（●　●）；C、。、4
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Table　4C肱㎎εs劾，艇抄α6凝co吻os漉。ηαプ伽。内飾osか彪αま絢尉面ηoJα癬麗痂θ環励碗εs
げ研彪η0δ5〃鷹’θゴ僻ゴSんα呪0ρθ昭ホα」ηお（飽γ66痂げ彦0孟α1力躍yα0蛋4S）
Fatty　acids
hours　and　days　after　biliary　obstruction
4h～5day 7 9 14
Sham　operated
　　control
C161。
C18：。
C18：1
C18：2
C2。、4
20．6±0．50
9．5±0．50
27．3±1．43
13．3±0『35
29．5±1．67
24．45±0．25
11．8　±1．90
30．5　±2，95
13．6　±1．30
19．6　±0．65
25．4±2．3
13．1±1．9
31，0±0．9
12．9±0．65
20．5±0．35
24．1　±0．50
12．8　±0．40
29．8　±0，50
12．15±0，55
21．3　±3．05
19，7±0．92
9．6±0．65
27．7±1．19
13．1±0．40
29．7±0．41
Values　are　expressed　as　means±standard　errors
Table　5C加π86s腕ル勿α6配oo規ρ05露ガ。％（ゾα疏θηメーασ1瀬々05ρ加捻めノ観加ηo如癬ηθゴ％6η漉γo－
c卿S（ゾろか磁η06ε〃π6’α♂α麗S加西0カ6時置α1履S（飽γ06彫（ゾ’0孟α」漁勿α虚4S）．
Fatty　acid
hours　or　days　after　biliary　obstruction
12h 1 4 7 8
Sham　operated
　　control
：：：：1
：1：：1
：：：：：
ii；ii｝
17．3±1．1
2．3±0．29
3．1±0．49
6．3±0．24
3．1±0．21
60．9±0．96
6．9±0．49
16．6　±0、75
2．8　±0．40
4．4　±0．15
11．0±0．80
4，4　±0．45
55．0　±2．3
5．65±0．58
15，6±0．84
1．8±0．85
3．7±0．25
9．0±0．30
3．4±1．40
54．3±（4．0）
12．2±1．35
17．0±0．20
2．1±0．15
5．4±0．65
9．7±0．50
5．4±0．28
53．1±0．45
7．2±1．40
16．9±0．35
2，1±0．20
4．2±0．35
8．3±0．24
4．5±0．35
55．2±2．7
8．6±0．86
12．6±0．77
1．6±0．26
2．1±Q．44
6．3±0．52
3．5±0．32
64．7±3．0
9．8±1．0
Values　are　expressed　as　means±standard　errors．
4　考 察
　Cooper　et　alは各種肝疾患の患者の赤血球について
脂質組成の変化と形態の変化との関係を観察し，コレ
ステロール／リン脂質比，またコレステロール／PC比
の大きいものは，spur　cellの発現を，コレステP一ル，
リソ脂質共に増加する場合にはtarget　cellの発現をみ
ると報告している319）
　本実験ではラットで胆管閉塞した直後から二週間ま
での赤血球の膜脂質組成の変化と形態の変化を併せて
検討し，ヒト慢性肝疾患時の赤血球のそれらとの比較
を行った．ラットでは胆管閉塞後8時間ですでにspur
cellの存在が認められ，さらに浸透圧抵抗性の低下を来
していることも見出された．一方target　ce11の出現は
4日以降に初めて観察された．本実験期間中赤血球には
リン脂質量の増減は認められなかった．しかし，コレ
ステロールは，4日以降に顕著な増加を示した．従って
それ以前におけるspur　ce11の出現は赤血球中の脂質組
成の変化によるものではなく，ビリルビン，胆汁酸塩
などの作用によるものと考えられる．加η伽。でヒト
赤血球浮遊液に高濃度胆汁酸塩を加えることによって，
spur　ce11が出現するという報告20）もある．コレステロー
ルの増量とPCの緩慢な上昇に伴って膜表面積が増大
し，target　ce11の出現と浸透圧抵抗性の増大が観察さ
れた．以上の結果はラットでは胆嚢がなく胆管閉塞に
よりその影響はヒトより速やかであることも関係して
いると思われる．赤血球は血漿中に増大したビリルビ
ン，胆汁酸塩の影響を受けて変形し，spur　cellが出現
する．更に血漿中にビリルビン，胆汁酸塩の増加と共
にコレステロール（遊離），PCが増大し，これによって
赤血球へのこれらの脂質の移動も増してtarget　ce11
化し浸透圧の抵抗性の上昇を来すことを示すものと考
えられる．
　ヒト赤血球の場合はラットと異り胆嚢が存在するこ
とや，また閉塞も実験ラットに比して徐々におこるな
どの理由でこの様な初期段階からの変化を認めること
は難しい．またラットでは胆管閉塞2週間以後致死率
が上昇するために追跡が困難であるが，胆管の閉塞を
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加減することであるいはヒト慢性時にみられる様に，コ
レステロール，PCなどがより一層増加し，また赤血球
の形態変化もより顕著に見られる可能性も否定できな
い．
　ラット胆管閉塞後の胆汁酸塩の量については4時間
で最高値に達すると報告されている子1）本実験では，胆
汁酸塩の測定は行わなかったが，ビリルビンの葦鹿性
の増加が示された．また胆管閉塞後急速な血漿中のコ
レステロール，リン脂質，特にPCの増加が認められた
が，興味深いことには，赤血球へのこれらの脂質の移
行は非常に緩慢だったことである．コレステロールは
4日目より赤血球へ移行すると見なされ，一方血漿中の
コレステロールは減少する．PCは徐々に増加するが，
PS，　PEの減少することにより赤血球総画質量の変化は
殆どないことが明らかにされた．この様に血漿中にビ
リルビン，胆汁酸塩，コレステP一ル，リン脂質が閉
塞直後より急速に上昇するにもかかわらず，その時点
での赤血球への移行は開始されていない．このことは，
Cooperらの示した説ll即ち，胆管閉塞ラット赤血球脂
質組成の変化（コレステロールの増大）は，増加した
胆汁酸塩によってもたらされる，血漿と赤血球間の分
配率の変化によるものであるということとは一致しな
い．Fig．5より明らかの様に，エステル型コレステロー
ル量は（1日目を除いて）増加しており，LCAT活性
について特に著しく低下している結果は得られなかっ
た．したがって本実験の結果よりSimonl）のヒト慢性肝
疾患患老の赤血球のコレステロール量の増加はLCAT
活性低下に伴っての赤血球へのコレステロールのとり
込み増大，あるいは赤血球からの血漿への移行抑制に
よるとの考えは支持し難い．
　実験的に胆管を閉塞したラットの赤血球血漿の脂
質構成の変化，また赤血球形態変化を実験的に検討し
たものは，Calandra　et　alによる極く簡単な報告9・lo）を
除いては見られない．Calandraらはラットの胆管閉塞
後，2，4，5，21日目の赤血球の極く簡単な脂質構成
の変化について記しており1）胆管閉塞後の赤血球のリ
ソ脂質の減少を報告し，spherocyte（球状赤血球）の
出現を示唆した．しかしながら，今回の詳細な実験結
果では，リソ脂質の減少はどの時期においても認めら
れず，赤血球形態の変化でもspherocyteの出現という
より，spur　ce11およびtarget　cellの出現が認められた．
リン脂質量の変化のCalandra　et　alとの差異は現在の
ところ不明である．
　先天性または後天性のヒト胆管閉塞患者の血漿およ
び赤血球の脂質組成の変化に関してはOkanoらが報告
している流露らの脂質分析の結果は，赤血球に増加し
たPCは胆管閉塞患者の血漿中に特有に遭い出される異
常リポタンパク（Lp－X）に由来すると述べている．こ
の結果はVerkleij　et　alにより示されたLp－Xが赤血
球膜に付着し赤血球中にとり込まれるという赤血球膜
との融合説（fusion説）4〕を裏付けている．胆管閉塞ラッ
トの血漿中にも異常リポタンパク質の存在が報告され
ている32｝
　本実験における赤血球PCの脂肪酸組成の変化では
C1、、。は各時間でほとんど変化なく，　C、8，。の減少，　C、8、1，
C18、2の増加が認められた．　Okano　et　alは駒胆管閉塞
により赤血球PCの脂肪酸組成は，　C16，。，　C16、1の増加，
C、8、。，C18。2の減少をみている．
　血漿中に増加したPCの脂肪酸組成は，主にC16，。，
C18、1，　C、8、2が多く，赤血球膜への移行と相関している
ことが明らかにされた．更に増加した血漿PCの脂肪酸
組成は，胆汁PCの脂肪酸組成とも類似していることが
示され，ヒトの場合と同様に，ラットにおいても胆管
閉塞後血漿中に増加するリソ脂質，コレステロールな
どは胆汁由来のものが主体をなすことが示唆される．さ
らに胆汁由来のこれら脂質を含むリポタンパクと赤血
球の融合（fusion）により，赤血球禅譲へこれら脂質は
導入されたと考えられる．さらに研究を行って明らか
にしなければならない点である．
5　結 論
　胆管の閉塞によりおこる血漿の脂質組成の変化が赤
血球の形態ならびに膜の抵抗性にどの様な影響を与え
るか知るべくラットを用いて研究した．
　走査型電子顕微鏡によって赤血球の形態変化を観察
した結果，胆管結紮後12時間にはspur　cellが多数出
現し，4～5日までその状態が持続する．その後target
cellの出現をみた．
　血漿では，閉塞後短時間で急速にphosphatidy1－
choline（PC）cholesterolの増大がみられるにもかか
わらず，この時点での赤血球内の脂質の増大は緩慢で
あった．赤血球へのCholesterolのとり込みは3日以後
上昇し，7日目にピークに達した．またPCは徐々に上
昇し，5～7日目がピークであった．これらの赤血球内
の脂質の蓄積は赤血球のtarget　cellの出現時期と合致
していた。
　この様に胆管閉塞により赤血球に取り込まれたPCの
脂肪酸組成は血漿のPCの脂肪酸組成を反映していた．
一方この血漿PCの脂肪酸の変化は，胆汁中のPCに
よって影響されている様に思われる．
402 田辺文彦・谷口正子 札幌医誌
　　ラットでは胆管閉塞を行うことにより，ごく短時間
のうち．に，血漿脂質組成を変化させることができ，引
きつづいておこる赤血球の形態変化と赤血球内の脂質
組成の変化の関連性を劾．伽。ではじめて明らかにし
た．
　　謝　辞
　　稿を終えるにあ．たり，脂肪酸分析の御指導をいただ
いた第二生化学教室山田恵子博士，また赤血球の走査
電顕について二二導いただいた本学中央電．顕微鏡室の
唯野博正氏，法医学教室の村岡茂博士に深く感謝の意
を表します．
Ref．erence
1．Simon，　J．　B．：　Red　cell　Iipids　in　liver　disease＝
　　Relationship　to　seru．m　lipfds　and　to　lecithine
　　－cholesterol　acyltransfera．se．　J．　Lab．　Clin．　Med．
　　77，　891－900　（1971）．
2．Lehm．ann，　B．　V。，．　Gralewski，0．　and　Oberdisse，
　　E．：　Correlation　between　serum　lecithin－chole－
　　sterol－acyltransferase　activity　and　erythrocyte
　　Iipid　content　during　experimental　Iiver　damage．
　　Arch．．Pharmacol．298，211－216（1977）．
3．Cooper，　R．　A．　and　Jandle，　J．　H．；　Bile　salt　and
　　cholesterol　in　the　pathogenesis　of　target　cell　in
　　obstructive　jaundice．　　J．　Clin．　Invest．47，80．9－822
　　（1968）．
4．Verkleij，　A．　J．，　Nau亡a，1．　L．　D．，　Weere，　J．　M．，
　　Mandersloot，　J．　G．，　Reinders，　B，，　Ververgreat，　P．
　　H．J．　Th．　and　DE．　Gier，　J．＝　The　fusiQn　of
　　abnormal　plasma　lipoprotein（LP－X）and　the
　　erythrocyte　membrane　in　patients　with　chole一
　　．stasis　studied　by　electron　microscopy．　Biochim、
　　Biophys．　Acta　436，366－376（19．76）．
5．Okano，　Y．，1．ida，　H．，　Yamauchi，　T．，．　Sekiya，　T．，
　　Kuwabara，　H．，　Goto，　M．　and　Nozawa，　Y．＝
　　Abnormalities　of　erythrocyte　membranes　in
　　biliary　atresia：Ultrastructure　and　Iipid　compos．i－
　　tion．　Clin．　Chim．　Acta　94，3．17－325（1979）．
6，0kano，　Y．，　Yamauchi，　T．，　Sekiya，　T．，　rida，　H．，
　　Hasegawa，1．　and　Nozawa，　Y．：Mechanism　for
　　lipid　abnomユalities　of　erythrocyte　membranes　in
　　biliary　obstruction；Lecithine　content　and　its
　　fatty　acid　compQsition．　Clin．　Chim．　Acta　88，
　　237－24．8　（1978）．
7．Cooper，　R．　A．＝　Hemolytic　syndrome　and　red
　　cell　membrane　abnormalities　in　liver　disease，
　　Semin．　Hematol．17，103－112（1980）．
8．Iida，　H．，　Hasegawa，1．　and　Nozawa，　Y．：
9．
10．
11．
12．
13．．
14．
15．
16．
17．
18．
19．
20．
21．
Bio6h．emical　studies　on　abnormal　erythrocyte
membrane．　Biochim．　Biophys．　Acta　443，394－401
（1976）．
Calandra．，　S．，　Martin，　M．　J．，0’Shea，　M．　J．　and
Mclntype，　N．：　The　effect　of　experimental
biliary　obstruction　on　the　structtlre　and　lipid
content　of　rat　erythrocytes．　Biochim．　Biophys．
Acta　260，424－432（1972）．
Calandra，　S．，　MQntaguti，　M．，　Cortoni，　V．　and
P．asquali－Ronchetti，1．；　Plasma　lipoprotei．n　in
rats　with　experimental　blliary　obstruction．1．　A
chemical　study．　Biochim．　Biophys．　Acta　409，1
－12　（1975）．
Rose，　H．　G．　and　Oklander，　M．：　Improved
procedure　for　the　extraction　of　lipids　from
human　erythrocytes．　J．　Lipid　Res．6，428－431
（1965）．
Folch，　J．，　Le：e，　M．　and　S．loane－Stanley，　G．　H．：
Asimple　methQd　for　the　isolation　and　puri丘ca－
tion　of　total　lipids　from　animal　tissue．s．　J．
Biol．　C em．226，497－509（1975）．
B rtl tt，　G．　R＝　Phosphorus　assay　in　column
chromatography．　J．　Bio1．　Chem．234，466－468
（1959）．
Arvidson，　G．　A．　E．：　Structural　and　metabolic
heterogeneity　of　rat　liver　glycerophosphatides．
Eur．　J．　Biochem．4，478－486（1968）．
坂上利夫，笠間将栄：Plasmalogen（Acetal　phospho－
1ipid）の微量：定量法．生化学28，71．2－713（1957）．
Metc lfe，　L，　D．，　Schmitz，　A．　A．　and　Pelka，　J．　R．
；　Rapid　preparation　of　fatty　acid　esters　from
lipids　for　gas　chromatographic．analysis．　Anal．
Chem．38，514－515（1966）．
徳永純一，藤田恒夫，井上　一：　走査電．子鏡による
表面解剖ア．トラス．医学書院　1－87（1970）．
Kawamoto，　T．，　Okano，　G．　and　Akino，　T．：
Biosynthesis　and　turnover　of　individual　molec－
ular　speci s　of　phosphatidyl－choline　in　liver　and
bile．　Bi chim 　Biophys．　Acta　619，20－34（1980）．
Cooper，　R．　A．，　Diloy－Puray，　M．，　Lands，　P．　and
Greenberg，　M，　S．＝An　analysis　of　lipoproteins，
bile　acid，　and　red　cell　membrane　associated
with　target　cells　and　spur　cells　in　patients　with
liver　disease．　J．　Clin．　Invest．．51，3182　（1972）．
Billington，　D．　and　Coleman，　R．：　Effect　of　bile
salts　on　human　erythrocytes．　Plasma　membrane
vesiculation，　phospholipid　solubilization　and
their　possible　rela．tionship　to　bile　secretion．
Biochim．　Biophys．　Acta　509，33－47（1978）．
Boyd， G．　S，，．　Eastwood，　M．　A．　and　Maclean，　N．：
51　（4）　1982 ラット胆管閉塞の赤血球形態および膜脂質組成におよぼす影響
　　　Bile　acids　in　the　rat；studies　in　experimental
　　　occlusion　of　the　bile　duct．　J．　Lipid　Res．7，83
　　　－94　（1966）．
22．．Pasquali－Ronchetti，1。，　C．alandra，．S．，　Baccarani
　　　－Contri，　M．　and　Montaquti，　M．：　Plasma
　　　lipoproteins　in　rats　with　experimental　biliary
obstructio 　II．　An　ultrastructμral　study．
Biochim．　BiQphys．　Acta　409，13－25（1975）．
403
別刷請求先：
（〒060）札幌市中央区南1条西17丁目
　　　 　　　　　　　　札幌医科大学生化学第2講座　．谷口正子
